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Streszczenie
Wstęp: Retykulopłytki (RP) są najwcześniejszą postacią płytek krwi obecną we krwi obwodo-
wej. W związku z coraz szerszym zastosowaniem diagnostycznym badań dotyczących RP obec-
na praca ma na celu: ustalenie norm hematologicznych dla RP u zdrowych osób i sprawdzenie,
czy ich liczba ulega wahaniom w odstępie czasu. Jednocześnie sprawdzono, czy liczba RP może
być oznaczana nie tylko w dniu pobrania próbki krwi, ale także z materiału przechowywanego
na następny dzień.
Materiał i metody: Do badań użyto próbki krwi pobrane na EDTA od 148 osób. Odsetek/
/wartość bezwzględną RP oznaczano techniką immunofluorescencyjną z zastosowaniem po-
dwójnego znakowania: przeciwciałem monoklonalnym anty-CD41 sprzężonym z fikoerytryną
oraz oranżem tiazolu. Poziom RP oceniano w cytometrze przepływowym.
Wyniki: Norma hematologiczna dla retykulopłytek wynosi: w procentach 1,3 ± 0,8%, w war-
tościach bezwzględnych 3,29 ± 2,02 × 103/µl; zakres wartości prawidłowych wyrażony w pro-
centach waha się od 0,5% do 6%, a w wartościach bezwzględnych od 1,26 do 15,2 × 103/µl.
Oznaczanie RP powinno się wykonywać z próbki krwi pobranej w dniu badania. Liczba RP
u zdrowych osób nie ulega istotnym wahaniom w czasie.
Wnioski: Normy hematologiczne liczby RP ustalone w wyniku przeprowadzonych przez au-
torki doświadczeń są zbliżone do wartości prawidłowych podawanych w literaturze.
Słowa kluczowe: retykulopłytki, normy hematologiczne RP, metoda badania retykulopłytek
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Summary
Background: Reticulated platelets (RP) are the youngest platelet forms in peripheral blood.
With their diagnostic utility gradually increasing the aim of our study was to establish normal
haematological values for RP in healthy individuals and to check their stability over time.
Additionaly, the aim was to verify, if the RP number had to be determined from fresh blood or
the evaluation could be performed on stored blood samples.
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Material and methods: Blood samples were freshly collected on EDTA anticoagulant from
148 healthy individuals. To determine the percentage/absolute RP values we used immunoflu-
orescent double labelling with monoclonal antibody anti-CD41-phycoerythrin and thiazole
orange. The RP level were analysed using flow cytometry.
Results: The haematological normal value is — 1.3 ± 0.8%, 3.29 ± 2.02 × 103/µl (absolute
value); range — 0.5–6%, 1.26–15.2 x 103/µl (absolute number). For RP labelling it is recom-
mended to use freshly collected blood samples. Reticulated platelets level in healthy individuals
was stable and did not change significantly with time.
Conclusions: The hematological norms of RP established during our study are similar to the
norms reported in literature.
Key words: reticulated platelets, RP hematological normal level, method for reticulated
platelet evaluation
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Wstęp
Wiadomo, że płytki krwi, które biorą udział
w zachowaniu homeostazy naczyniowej, powstają
poprzez odszczepienie fragmentów cytoplazmy
z megakariocytów [1]. Pierwszym obecnym we krwi
obwodowej stadium rozwojowym płytek krwi są ich
młode postaci określane jako retykulopłytki (RP,
reticulated platelets) [2]. Są one większe niż dojrza-
łe płytki krwi i zawierają szczątkowe ilości mRNA.
Tworzenie się retykulopłytek z megakariocytów
może zachodzić: w szpiku kostnym, we krwi lub
w płucach. Fragmenty cytoplazmy powstałe w wy-
niku odszczepienia od megakariocytów podlegają
wydłużaniu i zaginaniu, a ostatecznie przyjmują
kształt dysku [1, 2].
Retykulopłytki po raz pierwszy opisano w 1969
roku po zastosowaniu techniki bezpośredniej wizu-
alizacji z użyciem błękitu metylenowego, a dopiero
w 1990 roku opublikowano pierwszą pracę prezen-
tującą diagnostyczną użyteczność cytometrycznej
analizy poziomu RP z wykorzystaniem oranżu tia-
zolu (TO, thiazole orange) [w 3]. Metoda określania
poziomu RP nie jest techniką standaryzowaną —
opisano jej kilka różnych procedur różniących się
między sobą sposobem izolacji, barwienia mRNA
czy odczynnikami do oznaczania RP [4–7].
Oznaczanie liczby retykulopłytek znalazło
zastosowanie w ocenie procesu odnowy trombopo-
ezy po przeszczepieniach komórek krwiotwórczych
lub u pacjentów z chorobami nowotworowymi po
chemoterapii [4–6]. Ocena poziomu RP pozwala
także wnioskować, czy małopłytkowość rozwinęła
się w wyniku zaburzonego wytwarzania megakario-
cytów w szpiku kostnym czy zwiększonego niszcze-
nia płytek krwi we krwi obwodowej [6–8]. Badanie RP
pomaga w diagnostyce małopłytkowości samoistnej
(ITP, idiopathic thrombocytopenic purpura), mało-
płytkowości wtórnej (ATP, autoimmune thrombo-
cytopenic purpura) czy zakrzepowej plamicy mało-
płytkowej (TTP, thrombotic thrombocytopenic pur-
pura) [5–7].
W związku z coraz szerszym zastosowaniem
diagnostycznym badań liczby RP obecna praca ma
na celu:
— ustalenie norm hematologicznych dla RP
u zdrowych osób;
— określenie, czy liczba retykulopłytek u zdro-
wych osób ulega wahaniom w odstępie czasu;
— sprawdzenie, czy liczba RP może być oznacza-
na nie tylko w dniu pobrania próbki krwi, ale
także z materiału przechowywanego na następ-
ny dzień.
Materiał i metody
Do badań posłużyła krew pobrana do jałowych
probówek (Sarstedt S-Monovettes; Greiner,
VACUETTE® EDTA), na antykoagulant EDTA.
Wyjściowa objętość krwi do każdego badania wyno-
siła 2,7 ml.
Próbki krwi pochodziły od:
— 123 pierwszorazowych dawców krwi z Regio-
nalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecz-
nictwa w Warszawie;
— 25 osób wielokrotnie oddających małe próbki
krwi do celów diagnostycznych w Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie.
Izolacja i oznaczanie retykulopłytek
Retykulopłytki izolowano zgodnie ze standar-
dową procedurą operacyjną (SOP, Standard Operating
Procedures) Pracownii Immunologii Leukocytów i Pły-
tek Krwi Zakładu Immunologii Hematologicznej
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i Transfuzjologicznej Instytutu Hematologii i Trans-
fuzjologii w Warszawie (SOP PILIPK T-III-A-9),
opracowaną na podstawie prac: Kienast i Schmitz [7]
oraz Michur i wsp. [4].
Krew pełną wirowano przez 10 minut przy
300 × g, następnie zbierano bogatopłytkowe oso-
cze, które wirowano przy 1400 × g przez 10 minut.
Otrzymany osad płytkowy utrwalano poprzez doda-
nie 1 ml 1-procentowego paraformaldehydu (Sigma)
i inkubację w temperaturze pokojowej (ok. 22°C)
przez 60 minut. Retykulopłytki różnicowano w pro-
cedurze podwójnego znakowania przeciwciałem
monoklonalnym anty-CD41 sprzężonym z fikoery-
tryną (Dako), które swoiście wiąże się z glikopro-
teinami IIb/IIIa płytek krwi oraz z oranżem tiazolu
(RetiCount, BD Biosciences) łączącym się z mRNA.
Liczbę retykulopłytek oceniano w cytometrze
przepływowym FACS Canto II w przeciągu 30 mi-
nut od zakończonej inkubacji. Analizę wyników po-
dwójnego barwienia retykulopłytek przeprowadza-
no z wykorzystaniem programu FACS Diva (ryc. 1).
Określenie powtarzalności metody
oznaczania liczby retykulopłytek
Oznaczenia powtarzalności badania liczby RP
przeprowadzono na próbkach krwi pobranych od
3 zdrowych osób. Od każdego z dawców pobrano
jednorazowo 10 próbek krwi i wykonano równocze-
sne oznaczenie liczby RP ze wszystkich pobranych
próbek. Powtarzalność metody na podstawie ozna-
czania odsetka RP została wyrażona jako współczyn-
nik zmienności (CV, coefficient of variation).
Określenie norm hematologicznych
odsetka/wartości bezwzględnej
retykulopłytek u zdrowych osób
Normy hematologiczne wyrażone w procentach
oraz w wartościach bezwzględnych opracowano na
podstawie analizy liczby RP u 123 losowo wybra-
nych zdrowych osób (91 mężczyzn, 32 kobiet).
Wartości bezwzględne wyliczono na podstawie wzo-
ru: (liczba płytek krwi [103/µl] × wartość RP [%])/100.
Ocena liczby retykulopłytek
w odstępie średnio 3 miesięcy
Oznaczenie liczby RP wykonano u 34 zdrowych
osób (25 mężczyzn, 9 kobiet).
Porównanie wyników badania liczby
retykulopłytek przechowywanych
w różnych warunkach
Odsetek retykulopłytek oceniono z próbek
krwi izolowanych i utrwalonych:
• w dniu pobrania krwi (41 mężczyzn, 14 kobiet);
tę grupę nazwano w pracy „grupą kontrolną”,
ponieważ odpowiadała ona standardowemu
oznaczaniu RP przyjętym w IHiT;
• w dniu pobrania krwi, a następnie przechowy-
wanych przez 24 godziny w temperaturze 40C
(24 mężczyzn, 6 kobiet); retykulopłytki przecho-
wywano w płynie o składzie: 3% BSA, PBS bez
jonów Mg i Ca, 0,1M Na2EDTA bufor o pH 7,2;
• po 24 godzinach przechowywania pełnej krwi
w temperaturze 40C od chwili pobrania (17 męż-
czyzn, 8 kobiet).
Opracowanie wyników i analiza statystyczna
Wyniki opracowano i poddano analizie staty-
stycznej z wykorzystaniem programu Microsoft
Excel.
Wyniki
Określenie powtarzalności metody
oznaczania liczby retykulopłytek
Ocena powtarzalności metody została wykona-
na zgodnie ze schematem podanym przez Chaoui
i wsp. [9]. Otrzymany przez autorki niniejszego ar-
tykułu współczynnik zmienności (średnio 24,67%)
pokazuje, że zastosowana metoda wykonywania ba-
dań charakteryzuje się dość dobrą powtarzalnością,
Rycina 1. Przykład analizy cytometrycznej RP u zdrowe-
go dawcy krwi (6% RP — górne, prawe pole); podwój-
ne znakowanie: FL1 — oranż tiazolu, FL2 — anty-CD41
sprzężone z fikoerytryną
Figure 1. Example of flow cytometric analysis in heal-
thy blood donor (6% RP — upper, right field); double
staining: FL1 — thiazole orange, FL2- anti-CD41 conju-
gated with phycoerythrin
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co jednak nie wyklucza występowania przypadków
pojawiania się wartości skrajnych. Wyniki oceny
przedstawiono w tabeli 1.
Określenie norm hematologicznych liczby
retykulopłytek u osób zdrowych
Norma hematologiczna dla retykulopłytek
oznaczanych z próbek pełnej krwi, w dniu jej pobra-
nia wyniosła w procentach: 1,3 ± 0,8%, w warto-
ściach bezwzględnych: 3,29 ± 2,02 × 103/µl. Ze
względu na właściwości osobnicze, zakres wartości
prawidłowych jest szerszy niż norma hematologicz-
na i mieści się w następującym przedziale, w pro-
centach: 0,5–6%, w wartościach bezwzględnych:
1,26–15,2 × 103/µl.
Do chwili obecnej nie została ustalona między-
narodowa procedura badania RP, czego konse-
kwencją jest brak ujednoliconych norm hematolo-
gicznych. W tabeli 2 przedstawiono zamieszczone
w literaturze wartości RP odnotowywane u zdro-
wych osób (0,2–12%).
Po porównaniu otrzymanej przez autorki pra-
cy normy hematologicznej z wartościami RP poda-
wanymi w literaturze (tab. 2) okazuje się, że są one
bardzo zbliżone do tych podanych przez Catani
i wsp. [10] oraz Gyongyossy i wsp. [8], mimo że pro-
cedury znakowania RP podawane przez tych auto-
rów nieco się różnią. Autorzy pierwszej z przyto-
czonych prac stosowali izolowane RP, natomiast au-
torzy drugiej pracy stosowali procedurę oznaczania
RP z pełnej krwi. W obu pracach stosowano poje-
dyncze znakowanie oranżem tiazolu, a badania od-
czytywano w cytometrze przepływowym. Warto
zwrócić uwagę na fakt, że również Yamaoka i wsp.
[11] oraz Briggs i wsp. [12], którzy do badania od-
setka RP używali specjalistycznych analizatorów
hematologicznych, przedstawili wartości prawidło-
we RP zbliżone do opracowanych przez autorki ni-
niejszej pracy norm hematologicznych.
Ocena liczby retykulopłytek
w odstępie czasu średnio 3 miesięcy
Na rycinie 2 przedstawiono wyniki badania od-
setka RP u 34 zdrowych osób badanych w odstępie
3 miesięcy czasu. Średnia wartość RP w pierwszym
badaniu wynosiła 2,52 ± 1,58%, a po upływie średnio
3 miesięcy 1,98 ± 1,43%. Różnica pomiędzy obydwie-
ma wartościami uzyskanymi w odstępie czasu nie była
istotna statystycznie. Oznacza to, że u przebadanych
osób odsetek retykulopłytek utrzymuje się w ciągu
tego okresu na stałym fizjologicznym poziomie.
Tabela 1. Powtarzalność metody oznaczania odsetka
retykulopłytek
Table 1. Reproducibility of the reticulated platelets
percentage determination method
Próbka Liczba płytek RP (%) CV (%)
krwi  średnia ± SD
Dawca I 256 1,65 ± 0,4 24,05
Dawca II 204 2,26 ± 0,4 20,37
Dawca III 397 3,87 ± 1,14 29,59
RP (reticulated platelets) — retykulopłytki; CV (coefficient of variation)
— współczynnik zmienności
Tabela 2. Odsetek retykulopłytek u zdrowych osób
na podstawie danych z literatury
Table 2. Reticulated platelets percentage in healthy
persons, literature data
Autorzy publikacji Zakres wartości RP (%)
(średnia ± SD)
Consolini i wsp. [13] 0,2–1,0
Peck-Radosavljevic i wsp. [14] 0,2–3,2
Gyongyossy-Issa i wsp. [8] 0,38–3,24 (1,8 ± 0,9)
Catani i wsp. [10] 0,6–1,8
Yamaoka i wsp. [11] 0,7–7,3
Briggs i wsp. [12] 1,1–6,1
Himmelfarb i wsp. [15] (2,77 ± 0,17)
Wang i wsp. [16] 3,4–17,0 (10,2 ± 3,4)
Chaoui i wsp. [9] (7 ± 2,5)
Diquattro i wsp. [17] 5,0–12,8
Kurata i wsp. [18] (7,7 ± 2,7)
RP (reticulated platelets) — retykulopłytki; SD (standard deviation)
— odchylenie standardowe
Rycina 2. Odsetek retykulopłytek (RP) w próbkach krwi
pobranych od poszczególnych osób w odstępie czasu
średnio 3 miesięcy (n = 34)
Figure 2. Reticulated platelets (RP) percentage in blood
samples collected from individual persons after 3 months
(n = 34)
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Zaobserwowano, że u niektórych osób wie-
lokrotnie oddających krew zdarza się odnotowywać
wartości odsetka RP znacznie wykraczające poza
zakres wartości prawidłowych, co mogło być zwią-
zane z harmonogramem oddawania przez te osoby
krwi w punktach krwiodawstwa (dane niezamiesz-
czone w pracy). U tych osób obserwowano podwyż-
szony poziom fizjologiczny retykulopłytek, czego
przyczyną jest fakt adaptacji organizmu do wielo-
krotnego ubytku krwi podczas jej cyklicznego od-
dawania w centrach krwiodawstwa [8].
Ocena przydatności badania retykulopłytek
przechowywanych w różnych warunkach
Odsetek RP badanych w dniu pobrania próbek
krwi, w porównaniu z liczbą RP po 24 h różnie prze-
chowywanych próbek krwi przedstawiono na ryci-
nie 3. Średnia wartość RP wynosiła w grupie kon-
trolnej A — 3,03 ± 1,57%, natomiast w grupach
próbek krwi przechowywanych: w grupie B — 1,29
± 1,01%, a w grupie C — 5,38 ± 3,3%. W porów-
naniu z poziomem RP w grupie kontrolnej zaobser-
wowano istotny spadek odsetka RP w próbkach
krwi izolowanych w dniu badania i przechowywa-
nych przez 24 godziny (p < 0,01), natomiast istot-
ny wzrost odsetka retykulopłytek w próbkach RP
izolowanych z pełnej krwi, którą uprzednio przecho-
wywano przez 24 godziny (p < 0,05).
Przeprowadzone przez autorki pracy do-
świadczenia wykazały, że przechowywanie próbek
pełnej krwi czy wyizolowanych i utrwalonych RP
wpływa na zafałszowanie wyniku badania liczby RP.
Spadek odsetka RP w grupie B może być tłumaczo-
ny niestabilnością mRNA, które w trakcie izolacji
podlega szybkiemu trawieniu przez obecne w śro-
dowisku badania RNAzy. Natomiast wzrost odset-
ka RP w przechowywanych próbkach pełnej krwi
(grupa C) może być związany z rozpadem komórek
w wyniku starzenia się próbek krwi. Podobne ob-
serwacje przedstawiono w pracy Osei-Bimpong [5],
którego wyniki badań także pokazują wzrost war-
tości RP oznaczanych w próbkach pełnej krwi prze-
chowywanych w 40C przez 24 h. W cytowanej wy-
żej pracy autor podaje, że wzrost wartości RP jest
najprawdopodobniej związany z dezintegracją struk-
tury leukocytów, której następstwem jest uwalnia-
nie RNA przez pory w błonie jądrowej, co wpływa
na fałszywie zawyżone wartości RP.
Uzyskane przez autorki niniejszego artykułu
wyniki badań oraz obserwacje Osei-Bimpong [5] po-
twierdzają konieczność wykonywania oznaczenia
liczby RP ze świeżo pobranych próbek krwi, zgod-
nie z procedurą dotychczas stosowaną. Wobec tego
oznaczanie odsetka RP z przechowywanych przez
24 godziny próbek pełnej krwi lub z izolowanych
i utrwalonych RP dają na tyle fałszywe wyniki, że
nie mogą być brane pod uwagę w formułowaniu dia-
gnozy lekarskiej i planowaniu leczenia.
Wnioski
Norma hematologiczna oraz zakres wartości
prawidłowych RP u zdrowych osób ustalone w toku
przeprowadzonych badań wynoszą odpowiednio,
w procentach: 1,3 ± 0,8%, 0,5–6%, w wartościach
bezwzględnych: 3,29 ± 2,02 × 103/µl, 1,26–15,2 ×
× 103/µl.
Stosowana przez autorki niniejszej pracy me-
toda do rutynowego oznaczania liczby RP odznacza
się dobrą powtarzalnością.
Odsetek RP, badany średnio w odstępie 3 mie-
sięcy, nie podlega istotnym wahaniom.
Liczbę RP powinno się oznaczać z próbki krwi
pobranej w dniu badania.
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